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（学位論文のタイトル） 
Aberrant cerebellar development of transgenic mice expressing 
dominant-negative thyroid hormone receptor in cerebellar Purkinje cells. 
（プルキンエ細胞に変異甲状腺ホルモン受容体を発現するトランスジェニ
ックマウスの小脳発達に対する影響） 
 
 
（学位論文の要旨） 
【 背 景 】甲状腺ホルモン(TH，トリヨードサイロニン；T3，サイロキシン；T4)
は組織の分化，発育，成長に不可欠であり，成長期のTH欠乏により様々な不可
逆的な異常などが起こることが知られる（クレチン病）。THは核内のTH受容体
(TR)に結合して標的遺伝子の発現を調節することにより主に機能している。TH
は脳発達にもで，中枢神経系においてもTH作用の多くはTRを介した遺伝子発現
によると考えられている。特に，周産期の特定の時期（臨界期）に脳発達に強
く作用する。 
TRβ1のknock in マウスを用いた研究では，小脳異常の表現型が出るもの
の，身体成長も遅延し，全身の代謝も変化する事，また，thyrotropin(TSH)
及びTHの血中濃度が高いため，全身的な代謝変化による影響，及び上昇したTH
の影響を除外できなかった。小脳発達，特にプルキンエ細胞におけるTHの直接
作用を解析するためには，プルキンエ細胞特異的にTR作用を抑制するモデルの
作製が必要である。そこで，プルキンエ細胞特異的に発現する，L7/pcp2遺伝
子に注目し，この遺伝子を用いて，プルキンエ細胞に変異TRβ(G345R)(Mf-1)
を発現するトランスジェニック(Tg)マウスを樹立した。Mf-1は1989年に米国で
TH不応症の家系の変異TRとして報告され，TH結合能が低下しているため転写が
活性化しない。L7/pcp-2は小脳プルキンエ細胞と網膜双極細胞特異的に発現し
ているタンパクで，機能は良く分かっていない。 
【 目 的 】今回樹立したプルキンエ細胞に変異TRβ(G345R)発現するマウスを
用いて，THの小脳発達に対する影響を解析する。 
【 方 法 】このマウスのトランスジーンは変異TRβ(Mf-1)の上流に3つのHA 
tagを付加して，L7/pcp-2遺伝子の第4エキソンに挿入した構造である。また
L7/pcp-2の翻訳開始コドン(ATG)及び下流のATGを欠失させ，最初のHA tagの上
流にATGを挿入した。このトランスジーンをFVB/NJcl系統マウスに導入した。
サザンブロット法により遺伝子型を確認し，抗HA抗体により免疫組織化学法に
よりプルキンエ細胞におけるMf-1の発現を確認した。Mf-1のTRを介する転写へ
の影響を確認するためCV-1細胞を用いてreporter gene assay を行った。脳の
発達段階におけるTRの変異による影響を野生型(Wt)，Heterozygote(He)と
Homozygote(Ho)マウスを雄，雌に分けて解析した。小脳プルキンエ細胞の構造
変化の差異をP7,P15,P30で抗calbindin抗体を用いた免疫組織化学法で解析し，
さらに，プルキンエ細胞におけるTH依存性の樹状突起の伸展の変化をP1の小脳
を用いて，17日間初代培養を行い，解析した。P2,7,15,30におけるTH標的遺伝
子 で あ る 神 経 栄 養 因 子 (brain-derived neurotrophic factor ； BDNF, 
neurotrophin-3;NT-3)及びinositol triphosphate receptor (IP3R)のmRNA発
現量を半定量的RT-PCR法を用いて解析した。生後15日(P15)及びP30における小
脳機能をRotarod法を用いて解析した。 
【 結 果 】(1) Mf-1の転写に対する作用を解析するためreporter gene assay
でCV-1細胞を用いて行ったところ，Mf-1は，TRβ1に対しドミナントネガティ
ブ作用を示した。 
(2) Tgマウスの一般発育については，雌雄ともに出産後から体重及び小脳重
量に有意差は認めなかった。 
(3)免疫組織化学法により，P7及びP15においてHoではプルキンエ細胞体の大
きさは小さく，樹状突起の伸長分枝が乏しい印象を受けた。また，顆粒細胞の
外顆粒層から内顆粒層への移動の遅れが観察された。 
(4) 小脳の初代培養細胞からHoではWtと比べ，プルキンエ細胞樹状突起のT4
依存性の伸展が約60％に抑制された。 
(5)半定量的RT-PCRより，同日齢のWtと比較してTgマウスの小脳での標的遺
伝子mRNAの発現量は，BDNF，NT-3及びIP3Rは有意に抑制されている時期があっ
た。 
(6) Rotarod では，HoはP15及びP30において雌雄ともに有意な小脳失調を示
した。HeはRotarod上に留まる時間はWtに比べ短くなる傾向があったものの，
有意差はなかった。 
【 結 論 】小脳のTHに関連した正常発達において，プルキンエ細胞に限定した
TH作用の抑制のみで発達が遅延することが分かり，プルキンエ細胞におけるTR
が小脳発達全体に重要な役割を果たしていることが分かった。 
